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Introducao

A Infertilidade afeta cerca de 15% dos casais e, apesar da evolucao das tecnicas de reproducao assistida
(TRAS), alguns casais nao obtém sucesso no tratamento da infertiidade. Atualmente o desejo de postergar a
maternidade aumenta as taxas de infertiidade, quando a mulher que apresenta reserva ovariana diminuida
(ROD) o prognostico € pior. A suplementacao oral de dehidroepiandrosterona (DHEA) em pacientes com ROD
demonstrou aumento do numero de odcitos recrutados, aumentando o numero de embrioes a ser transferidos. A
DHEA tem sido utilizada clinicamente, mesmo que seu mecanismo de acao seja desconhecido. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da exposicao do SDHEA em células do cumulus em estagio do
desenvolvimento folicular semelhante ao antral inicial, baseado no protocolo de desluteinizacao proposto por

Ophir et al, 2014.

Materiais e Métodos

As CCs foram obtidas através de puncao
ovariana, provenientes de 10 pacientes. As CCs
foram isoladas apos o desnudamento do odcito.
Posteriormente as CCs foram cultivadas conforme
demonstrado na figura 1. Os dados de dosagem
hormonal foram avaliados pelo teste de equacoes
de estimacao generalizada (GEE) e os de
expressao génica pelo teste de Wilcoxon, sendo
0s resultados considerados significativos guando
p <0,05.
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Figura 1: Representacédo do cultivo celular para o estagio antral inicial, para 0os grupos
controle e tratado (exposto a 0,08 uM de SDHEA nos dias 6 e 8). Para ambos o0s
grupos os 4 primeiros dias de cultivo foram destinados a desluteinizacéo (troca diaria
do meio de cultivo). Nos dias 1, 4, 6 e 8 o sobrenadante do cultivo celular foi coletado e
os hormobnios estradiol (E2) e progesterona (P) foram dosados por
eletroquimioluminescéncia (ECL) e ECL competitiva, respectivamente. Ao término do
cultivo o RNA com o kit RNAquous foi extraido e o cDNA sintetizado a partir do RNAm,
guantificando-se 0 RNA através de RT-gPCR (reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real a partir de transcricao reversa) com sondas TagMan para 0s genes receptor
de FSH, receptor B de estrogénio (ERB), molécula de adeséo celular vascular 1
(VCAM-1) e receptor de androgénio (AR). Os resultados foram analisados por AAC-,
tendo como controle endégeno o gene HPRT1 (hipoxantina fosforibosil-transferase 1).

Resultados

O SDHEA promoveu aumento dos niveis de
E, (pg/mL), nos dias 6 e 8 no grupo tratado (dia 6:
473,76 + 76,43, dia 8. 655,42 = 85,37) em
comparacao ao controle (dia 6: 71,38 = 7,89; dia
8. 141,67 + 32,48) (Figura 2). O nivel de P
(ng/mL) nao se alterou com a suplementacao de
SDHEA (grupo controle: dia 6 - 671,45 + 149,04 e
dia 8 - 991,35 + 226,92; grupo tratado: dia 6 -
594,05 + 113,70 e dia 8: 920,3 + 212,70) (Figura
3). A expressao dos genes rFSH (Figura 4), ERG
(Figura 5) e AR (Figura 7) nao se alterou com a
exposicao ao SDHEA; porém, a expressao de
VCAM-1 (Figura 6) se mostrou menor no grupo
tratado em comparacao ao controle.

Niveis de estradiol (E2)

E; (pg/mL)

TEMPO (DIAS)

—8— CONTROLE

Figura 2: Niveis de estradiol (E,), em pg/mL, do
sobrenadante do cultivo das CCs em estagio antral
inicial nos grupos controle e tratado. Dados expressos
em meédia £ erro padrdao. A:. diferenca significativa
entre 0s grupos controle e tratado (p < 0,05). a:
diferenca significativa entre os dia 1 e 4 do grupo
controle (p < 0,05). b: diferenca significativa dos dias 6
e 8 em relacdo ao dia 4 (p < 0,05). c: diferenca
significativa do dia 4 paraos dias 1, 6 e 8 (p < 0,05).
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Figura 4: Valores de fold change do gene rFSH para
0S grupos controle e tratado. Dados expressos em
mediana e intervalo interquartil (25-75%).
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Figura 6: Valores de fold change do gene VCAM1
para 0s grupos controle e tratado. Dados expressos
em mediana e intervalo interquartil (25-75%). *
significancia estatistica entre 0s grupos controle e
tratado, p < 0,05.
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Figura 3: Niveis de progesterona, em ng/mL, do
cultivo das CCs em estagio antral inicial nos
grupos controle e tratado. Dados expressos em
meédia + erro padrao. a: diferenca significativa
entre os dias 4 e 6 (p < 0,05). b: diferenca
significativa do dia 8 em relacédo aos dias 1 e 4 (p
< 0,05).

-
L%
N )

—_
o
N 2 1 N 2 i

ntitativa da

ao do gene ERB (normalizado por HPRT1)

o
(4]
N 1 2 2

Comparagao qua

——

express

o
(=)

| 1
Controle SDHEA

Figura 5: Valores de fold change do gene Erf
para 0S grupos controle e tratado. Dados
expressos em mediana e intervalo interquartil (25-
75%).
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Figura 7. Valores de fold change do gene AR
para 0S grupos controle e tratado. Dados
expressos em mediana e intervalo interquartil (25-
75%).

Conclusao

O tratamento com SDHEA em células do cumulus em
estagio antral inicial aumentou os niveis de estradiol, nao
tendo acao nos demais parametros avaliados. Este pode
um mecanismo pelo qual o SDHEA possa tornar o foliculo
mais estrogénico, melhorando a qualidade do ovdcito e,
podendo ter papel no recrutamento folicular. No entanto, o
papel da DHEA no recrutamento folicular permanece

desconhecido.
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